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究：分别为flotillin蛋白、毒蕈碱受体CHRM1蛋白（cholinergic receptor muscarinic 



























The β-amyloid peptides (Aβ) derived from proteolytic cleavage of the amyloid 
precursor protein (APP) play a major role in the pathogenesis of Alzheimer’s disease 
(AD) by forming aggregated, fibrillary complexes that have been shown to be 
neurotoxic. The β-site APP cleaving enzyme (BACE) has been identified as a key 
enzyme leading to β-amyloid formation. 
To further understand the function and mechanism of BACE in the pathology of 
AD, we utilized BACE as the bait to screen fetal brain cDNA library using the yeast 
two-hybrid system. From the 65 positive clones obtained, we chose flotillin, 
cholinergic receptor muscarinic 1 (CHRM1) and acetylcholinesterase putative 
membrane anchor for further research. The β-galactosidase activity assay 
demonstrated that flotillin, CHRM1 and acetylcholinesterase putative membrane 
anchor can interact with BACE in yeast strain AH109. We also constructed plasmids 
that can express the three proteins individially in mammalian cells to confirm their 
putative interactions with BACE. Our results first demonstrated that BACE can 
interact with these three proteins in yeast strain AH109. Our result may contribute to 
further understanding of localization , signal transduction and mechanism of BACE in 
AD. 
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Michael Kidd 和美国的 Robert Terry 描述了与 AD 有关的两个病理改变，即：
老年斑（senile or neuritic plaques，SP）和神经纤维纠结（neurofibrillary 
tangles，NFTs）
[3]
。SP 和 NFTs 是患者脑内的两大异常结构，主要发生在前脑基
部、海马和大脑皮层。有关研究表明，智力的损伤与病人脑中老年斑和神经纠结






    老年斑是由淀粉样蛋白（Aβ）细胞外沉淀形成的，通常发生在皮质边缘和
联合区，特别是在海马、大脑皮层和脑脊膜血管中。淀粉样蛋白（Aβ）是由淀



































表明，NFT 主要是由微管相关蛋白 tau（microtubule-associated  tau）形成的。
微管是神经细胞中参与胞体与轴突营养输送的通道，是细胞骨架的重要组分，由
微管蛋白和微管相关蛋白（MAP）组成，tau 蛋白是 MAP 的主要成分。正常的 tau
磷酸化是细胞所必需的。但当 tau 被过度磷酸化时，就无法有效地与微管结合。












根据与遗传的关系，AD 可分为有家族遗传史的家族性 AD （familial AD，
FAD），和多见的、散发性 AD（sporadic AD，SAD）。家族性 AD 在老年痴呆中所
占的比例较小（7％），以 65 岁为界线，FAD 被分为早发性 AD（early onset AD）
和迟发性 AD（lately onset AD）。FAD 通常是由基因突变引起的。与早发性 AD
相关的三个基因是：APP 基因，位于 21 号染色体上；Presenilin-1（PS-1）基













第一章 前言  
3 
位于 19 号染色体上的 Apolipoprotein E（ApoE）与迟发性 AD 相关，ApoE 有三
个不同构型的等位基因：ApoE2、ApoE3、ApoE4。 


















型的Ι型跨膜蛋白： N 端是由 17 个残基组成的信号肽，一个胞外结构域，单个
跨膜螺旋区（700～723）和一个短的胞内区组成。Aβ区域一部分位于 APP 的外
功能区，一部分位于跨膜区（图 1）。与 FAD 相关的 APP 突变主要发生在 Aβ区
域（APP670-724），位于β-分泌酶和γ-分泌酶的水解位点或其附近。一系列的
相关突变已经得到确认，例如 APP 第 717 位 V 被 I，L，F 或 G 替代，第 693 位 E
被 Q，K 或 G 替代，第 670、671 位的 KM 被 NL 替代等
[15]
。APP 基因的突变能够引
起 APP 蛋白代谢途径的改变，导致 Aβ蛋白产物增加，或者提高 Aβ42 的比例。
Aβ包括 Aβ40 和 Aβ42，Aβ43 等，其中 Aβ42，Aβ43 更易聚合，也更具有致
病性
[16]
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图 1. APP 结构及酶切位点示意图
[15]
 
Fiure 1. Diagram of structure and endonucleotide restriction site of APP 
 
2.2 Presenilin 基因 
Presenilin 基因包括 Presenilin-1（PS-1）和 Presenilin-2（PS-2）基
因，主要与早发性 AD 有关，在多数 FAD 患者脑中均发现 PS-1 和 PS-2 基因的突
变。PS-1 基因位于 14 号染色体上（14q24），被认为是诱发 FAD 的主要原因，
PS-1 突变占早发性 FAD 病例的 60％以上；发病期多在 40 岁之 50 岁之间，有的
病例甚至在 30 岁以前
[8]




和三个亲水环上。PS-2 基因位于 1 号染色体上，是 PS-2 的等位基因，两者具


























体能在隔离的小泡中产生 Aβ。许多研究表明，PS 复合物在 γ-分泌酶进行膜
内裂解 I型膜蛋白（包括βAPP 和信号受体 Notch-1）中起着重要作用
[21] [22]
。
敲除 PS1 和 PS2 或 PS 复合体的其它组分可以显著地削弱细胞内 Aβ 的分泌和
Notch 衍生物 S3/NICD 的生成。PS1 中保守的跨膜天冬氨酸残基的突变引起的
PS1 功能缺失也可导致 Aβ分泌的减少
[23]
。目前，关于 PS 在 APP 水解过程中的
作用还存在争议，其可能直接参与 APP 的水解；也可能只是参与蛋白的转运。 
2.3 易患基因 
AD 患者的病例中，由遗传性的常染色体显性突变引起 AD（即 FAD）发病只
占很小的比例（10％）。大多数的病例都是迟发性的，并且具有明显的散发性，
偶发性的特点。这可能是由非显性因子和环境共同作用引起的。 
ApoE 基因位于 19 号染色体上（19q13.2），有三个不同构型的等位基因，
ApoE2， ApoE3 和 ApoE4；其表达产物是一个 34kDa 的糖蛋白。在迟发性 AD 中，
载脂蛋白（Apolipoprotein E，ApoE）E4 等位基因（ε4 allele）是主要的遗
传危险因子
[11]






ApoE ε4 等位基因的表达产物，体外试验发现其能与 Aβ快速、紧密地结合，
并形成不可溶物；体内试验证明 ApoE 蛋白能增加 Aβ的β折叠成分，使其更易
聚集沉淀
[25]
。需要注意的一点是，虽然 ApoE 基因是 AD 的危险因子，但绝不是
患 AD 的必要条件。有些携带ε4纯合子的人，在 90 岁时也没有出现 AD 症状；
有些患 AD 的人并没有携带ε4等位基因。 
     除了前述的三种基因，还有其它能够诱发 AD 的基因危险因子存在。VLDL-R
（very low density lipoprotein receptor）基因，位于 9号染色体上。VLDL-R
能够影响 ApoE 在大脑中的代谢，提高ε4携带者的 AD 患病率。除了 VLDL-R，其
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1.参与 APP 水解的分泌酶 
Aβ 是其前体蛋白 APP 在分泌过程中，由一系列的蛋白水解酶水解产生的。
APP 在体内存在两条水解途径，主要涉及三种分泌酶，即α-分泌酶、β-分泌酶
和γ-分泌酶。一方面，βAPP 的胞外区可以首先被 β-分泌酶在 Aβ 的 1 或 11
位置水解，所产生的跨膜片段βCTF再进一步被γ-分泌酶在膜双分子层内水解，
从而生成 Aβ40 或 Aβ42
 [28]
。这一途径被称为 amyloidogenic 途径。另一方面，
βAPP 在其胞外区更靠近膜的位置（Aβ的 17 位置）可以被α-分泌酶水解生成可
溶性分子 sAPPα和跨膜片段αCTF[29]。αCTF 进一步被 γ-分泌酶水解生成 p83 片








为前蛋白原，然后在高尔基体中形成成熟的分泌酶。BACE 的作用位点在 APP 的





末端片断 sAPPβ和 99 或 89 个氨基酸残基 C-末端片断βCTF （C-99，或 C-89）；
C-99 被γ-分泌酶在 Aβ42 或 Aβ40 位点切割，产生 Aβ42 或 Aβ40
[31] [32]
。纯
化的 BACE 在酸性条件下活力 大。在细胞中过度表达 BACE 会增加 βAPP 的
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